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要旨 
【背景および目的】 
 制吐剤として用いられているセロトニン 3受容体 (5-HT3R) 阻害薬は、腸管神経および
中枢神経の 5-HT3R を阻害することで嘔吐中枢を抑制し、制吐作用を発揮する。近年、5-
HT3R 阻害薬には抗炎症作用および抗アポトーシス作用が存在することが示唆されている
が、その詳しいメカニズムは明らかになっていない。このメカニズムが明らかとなれば、
5-HT3R阻害薬が制吐剤だけではなく、抗炎症薬・抗アポトーシス薬としてのドラッグリポ
ジショニングに資すると考えられる。そこで本研究では、抗癌剤である 5-フルオロウラシ
ル (5-FU) による腸管上皮細胞 (IEC) のアポトーシスモデルを用い、5-HT3R 阻害薬による
アポトーシス抑制作用機序を解明することとした。 
 本研究では、①5-FU 誘発性アポトーシスに対する 5-HT3R シグナルの影響を検証し、②
5-FU 誘発小腸上皮アポトーシス抑制作用を示す 5-HT3R シグナルの標的細胞を同定するこ
とを目的とした。 
 
【実験結果】 
①5-FU 誘発性アポトーシスに対する 5-HT3R シグナルの影響 
 5-FU 誘発性小腸上皮アポトーシス誘導モデルは、マウスに 5-FU (50 mg/kg, i.p.) を投与
することで作製した。5-FU 投与 24時間後に小腸を摘出し、組織切片を作製し、活性型カ
スパーゼ 3の免疫染色で陽性を示すアポトーシス細胞の数を評価した。5-FU 投与の 30分
前および 6時間後に、5-HT3R阻害薬であるトロピセトロン (5 mg/kg, p.o.) またはオンダン
セトロン (5 mg/kg, p.o.)、α7ニコチン性アセチルコリン受容体 (α7nAChR) 作動薬である
PNU-282987 (5 mg/kg, i.p.)、そして 5-HT3R作動薬である m-CPBG (3 mg/kg, i.p.) を投与し
た。まず、正常な小腸ではアポトーシスを起こしている細胞はほとんど観察されなかった
が、5-FU の投与は腸陰窩の IEC にアポトーシスを引き起こした。次に 5-HT3R 阻害薬を併
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用して投与すると、5-FU 誘発性アポトーシスを軽減する傾向があった。特にオンダンセト
ロンの併用投与は十二指腸と空腸で、5-FU 単独投与に比べ有意にアポトーシス細胞の数が
減少した。トロピセトロンは α7nAChRの部分作動薬として働くことが知られているが、
α7nAChR作動薬の投与は 5-FU 誘発性アポトーシスに影響しなかった。一方、5-HT3R 作動
薬の投与は 5-FU 誘発性アポトーシスを増強する傾向が見られ、特に空腸では有意に 5-FU
誘発性アポトーシスが増強された。しかし、5-HT3R 作動薬の単独投与はアポトーシスを引
き起こさなかった。また、5-HT3AR 欠損マウスを用いて、5-FU 誘発性アポトーシスモデル
を作製すると、野生型マウスに比べて IECのアポトーシスが十二指腸と回腸で有意に減少
し、また空腸でも減少する傾向が見られた。 
これらの結果を総合すると、5-HT3R阻害薬の投与および 5-HT3AR 欠損マウスでは、5-
FU 誘発性アポトーシスが減少する傾向が、5-HT3R作動薬の投与は 5-FU 誘発性アポトー
シスを増強する傾向を示した。すなわち、5-HT3Rシグナルの活性化は 5-FU 誘発性アポト
ーシスを促進する作用を持つことが示唆された。 
 
②5-FU 誘発小腸上皮アポトーシス抑制作用を示す 5-HT3Rシグナル標的細胞の探索 
 次に、5-FU 誘発小腸上皮アポトーシスに関与する 5-HT3R シグナルの標的細胞の同定を
試みた。5-HT3R阻害薬の抗炎症作用が、免疫細胞に発現する 5-HT3R を介して発揮されて
いる可能性がこれまでに報告されているため、骨髄移植モデルマウスを用いることで免疫
細胞について検討を行った。野生型マウスと 5-HT3AR 欠損マウスを用いて骨髄移植モデル
を作製し、5週間後に 5-FU によるアポトーシスを評価した。その結果、骨髄由来細胞特異
的に 5-HT3AR を欠損させたマウスにおいて、5-FU によるアポトーシス細胞数は減少しな
かったが、骨髄由来細胞以外の全ての細胞を 5-HT3AR 欠損させたマウスでは 5-FU による
アポトーシスが減少し、この結果は骨髄移植を行っていない 5-HT3AR 欠損マウスと同じで
あった。以上の成績から、骨髄由来免疫細胞は 5-FU による IEC アポトーシス誘導には関
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与しないことが示唆された。 
 次に、免疫細胞以外の 5-HT3Rシグナルの標的細胞を探索することとした。5-HT3R は神
経細胞に発現していることは広く知られているが、5-HT3R を発現するそのほかの細胞に関
する情報は乏しい。そこで、5-HT3AR-EGFP レポーターマウスを用いて消化管における 5-
HT3AR の発現細胞を観察すると、5-HT3AR は粘膜下組織である絨毛間を走行する繊維状の
神経細胞と思われる細胞と、粘膜神経叢および筋間神経叢と思われる部位に発現してい
た。また、粘膜上皮細胞の一部の細胞にも 5-HT3AR 発現細胞が確認でき、そのうちいくつ
かは腸陰窩にも分布していた。この切片を用い、神経細胞を PGP9.5 で免疫染色すると、
ほとんどの 5-HT3AR 陽性細胞と PGP9.5 が一致した。しかし、粘膜上皮の 5-HT3AR-EGFP
陽性細胞と PGP9.5 は一致しなかった。粘膜上皮の 5-HT3AR-EGFP 陽性細胞を同定するた
めに、エンテロクロマフィン細胞 (EC細胞) のマーカーであるセロトニン (5-HT) で免疫
染色を行ったところ、一部の 5-HT3AR-EGFP 陽性上皮細胞と EC 細胞が一致した。しか
し、すべての EC細胞が 5-HT3AR-EGFP 陽性ではなく、その割合は約 50%だった。 
小腸薄層切片を用いた形態学的解析により、5-HT3AR-EGFP 陽性 EC 細胞が腸陰窩部に確
認できたため、次に小腸オルガノイドでの同受容体の発現について解析した。5-HT3AR-
EGFP レポーターマウスで小腸オルガノイドを作製すると、オルガノイド中に 5-HT3AR-
EGFP 陽性細胞が確認でき、また EC 細胞の発現も確認できた。これらを二重染色すると一
部の細胞は 5-HT3AR-EGFP および 5-HT の両方に陽性を示し、小腸オルガノイドにおいて
も in vivoの消化管粘膜組織と同様に 5-HT3AR 発現細胞が維持されていることが確認され
た。次に、野生型マウスと 5-HT3AR 欠損マウスからそれぞれ小腸オルガノイドを作製し、
5-FU による細胞死を評価した。その結果、5-FU は濃度依存的に野生型マウスと 5-HT3AR
欠損マウスから作成した小腸オルガノイドに細胞死を誘導したが、その細胞死の割合に野
生型マウスと 5-HT3AR 欠損マウスで差は見られなかった。最後に、5-FU を投与したマウ
スにおける血漿中 5-HT 濃度を測定した。その結果、野生型マウスでは 5-FU の投与により
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血漿中 5-HT濃度は有意に上昇し、その上昇率は約 3倍だった。一方、5-HT3AR 欠損マウ
スでは 5-FU を投与しても血漿中 5-HT濃度の増加は認められなかった。 
 これらの結果より、5-FU 誘発性アポトーシスに関与する 5-HT3Rシグナルの標的細胞は
免疫細胞ではないことが示唆された。5-HT3AR は神経細胞および EC 細胞に発現してお
り、標的細胞はこのどちらかと考えられたが、in vivo による血漿中 5-HT 濃度が野生型マ
ウスで有意に上昇したのに対し、5-HT3AR 欠損マウスでは変動しないことから、EC 細胞が
5-FU 誘発性アポトーシスに関与する 5-HT3R シグナルの標的細胞であり、5-FU による 5-
HT放出を促進している可能性が示唆された。ただし、小腸オルガノイドでの実験結果か
ら、5-HT3AR を発現する EC細胞自体は、5-FU による IECアポトーシスを直接的に誘導し
ないと考えられた。 
 
【考察】 
 5-HT3R 阻害薬の抗炎症作用は、これまで免疫細胞に発現する 5-HT3Rを介した炎症性サ
イトカイン産生の抑制によると考えられてきたが、本研究において、骨髄移植を用いた機
能的評価および 5-HT3AR-EGFP レポーターマウスを用いた形態学的評価の両側面から、そ
の可能性は低いと考えられた。また EC 細胞に 5-HT3AR が発現していることを 5-HT3AR-
EGFP レポーターマウスを用いて形態学的に証明した。さらに、血漿中 5-HT濃度の測定に
より、5-HT3R シグナルの活性化が 5-FU による 5-HT 放出を増強する可能性が示唆され
た。本研究では、上昇した血漿中 5-HT がどのような機序で IECのアポトーシスを増強す
るのか、その分子機構までは明らかにできなかった。しかし、5-HT が炎症を促進するとい
ういくつかの報告から、炎症性サイトカインの産生を介していると考えられた。 
以上を要するに、5-FU によって刺激を受けた EC細胞は 5-HTを放出し、放出された 5-
HTが EC細胞上の 5-HT3R にオートクラインまたはパラクラインとして働き、5-HT 放出を
さらに増強し、血漿中 5-HT濃度を上昇させる。この増加した 5-HTが免疫細胞や神経細胞
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の 5-HT受容体 (但し、免疫細胞においては 5-HT3AR を除く)、またはセロトニントランス
ポーター (SERT) を介して免疫反応を活性化し、炎症性サイトカインの産生が促進され、
アポトーシスが増強されると考えられた。以上の機構により、5-HT3R シグナルの活性化は
間接的に 5-FU 誘発性アポトーシスを増強すると考えられた。更なる研究でこのメカニズ
ムがより詳細に解明されれば、5-HT3R 阻害薬は様々な炎症性疾患に対する抗炎症・抗アポ
トーシス治療薬としての適応拡大につながる可能性が考えられた。 
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【第 1章 緒言】 
 
1-1 制吐剤と抗炎症 
 嘔吐は様々な要因により、嘔吐中枢(VC)が刺激されることで生じる。そのため嘔吐を防ぐ
ために、VC や VC へ伝わる神経の活性化を阻害することを目的に制吐剤が用いられる[1]。
代表的な制吐剤として、セロトニン 3 受容体 (5-HT3R) 阻害薬、ニューロキニン 1 受容体 
(NK1R) 阻害薬、ドパミン受容体阻害薬、ヒスタミン 1受容体などが用いられているが、近
年いくつかの制吐剤に抗炎症作用があるのではないかということが示唆されている[2-8]。
中でも 5-HT3R 阻害薬に関する報告が多く、本研究では 5-HT3R 阻害薬に着目し検討を行っ
た。 
 
1-2 セロトニン 3受容体 (5-HT3R) 
 5-HT 受容体は 1 型～7 型のサブファミリーからなり、さらにいくつかのサブタイプが存
在する。5-HT受容体は 5-HT3R を除いてすべてが G タンパク質共役受容体であるが、5-HT3R
は Na+、K+、Ca++を透過するカチオンチャネルを形成するイオンチャネル型受容体であり[9]、
受容体の活性化によってイオンの流入を生じる (5-HT3R シグナル)。5-HT3R は五つのサブ
ユニットによって形成される五量体構造で、サブユニットには 5-HT3AR～5-HT3ER の 5種類
が存在する。しかし単独で機能的なチャネルを構成できるのは 5-HT3AR のみである[10]。5-
HT3Rは末梢神経と中枢神経の両方に存在している。末梢神経では腸管に広く分布しており、
腸の運動や分泌、知覚神経の活性化などに関与している[10-12]。中枢神経では脳の様々な部
位に発現しており[13]、特に脳幹の化学受容器引き金帯 (CTZ) や嘔吐中枢 (VC) において
嘔吐反応に重要な役割を果たしている[10]。そのため 5-HT3R 阻害薬は制吐剤として臨床で
広く用いられている[14, 15]。 
 In vitroの研究では、5-HT3R が単球や T-cellといった免疫細胞に発現していることが示唆
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されている[8, 16]。これをもとにいくつかの報告では、これらの細胞において 5-HT3R 阻害
薬がインターロイキン 1β (IL-1β)、IL-6、腫瘍壊死因子 α (TNF-α)、インターフェロン γ (INF-
γ)、ならびに誘導型一酸化窒素合成酵素 (iNOS) などの各種炎症メディエーターの産生を直
接抑制することで抗炎症作用を発揮する可能性が示唆されているが[4, 6, 8]、その詳しいメ
カニズムは明らかになっていない。 
 
1-3 セロトニンと炎症 
 5-Hydroxytryptamine (serotonin, 5-HT) は、中枢神経系の神経伝達物質として働くモノアミ
ンの一種で、脳機能の調節において重要な役割を果たしているが、生体内の約 95%は末梢
に存在し、そのほとんどが腸管に存在している[17, 18]。生体内の 5-HTは必須アミノ酸であ
るL-トリプトファンからトリプトファン水酸化酵素 (tryptophan hydroxylase, TPH) という酵
素によって合成される[18]。TPH には TPH1 と TPH2 の二種類のアイソフォームが存在し、
TPH1 が末梢で、TPH2 が中枢での 5-HT 合成に関与する。TPH1 を含有し、末梢での 5-HT
合成を担っているのが腸クロム親和性細胞 (enterochromaffin cell, EC 細胞) である[17]。
TPH1欠損マウスでは中枢におけるセロトニン濃度は正常だが、末梢血中のセロトニン濃度
は約 95%低下する[19, 20]。 
 近年 TPH1 欠損マウスを用いて、デキストラン硫酸ナトリウム (DSS) 誘発性腸炎の評価
を行った研究で、野生型マウスに比べ TPH1欠損マウスで炎症が抑制されることが明らかに
なった[20]。この研究によって、5-HT が腸管の炎症において重要な役割を果たしているこ
とが示唆され、その後、各 5-HT受容体を標的とした腸炎に関する研究が行われるようにな
った。特にセロトニン 3 型受容体 (5-HT3R) 阻害薬を用いた研究が数多くあり、5-HT3R 阻
害薬の投与が、術後イレウス[4]、酢酸誘発性大腸炎[5]、DSS 誘発性腸炎[6]、膵炎[7]、5-FU
誘発粘膜炎[8]などを改善したという報告がある。またセロトニン 7 型受容体 (5-HT7R) を
欠損したマウスでは DSS 誘発性腸炎が改善したという報告もある[21]。これらの結果は 5-
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HT が存在しない、またはある特定の 5-HT 受容体を阻害することで腸炎が改善するという
ことを示している。しかし一方で、セロトニン 4型受容体 (5-HT4R) の作動薬の投与が DSS
誘発性腸炎を改善し、5-HT4R を欠損したマウスではその作用が消失することを報告する研
究も存在する[22]。これは 5-HT が 5-HT4R を介して逆に腸を保護する作用を有することを
示唆している。このように 5-HT と炎症との関連は疾患モデルや、5-HT 受容体のサブタイ
プにより作用が異なる可能性が高く、統一した見解に至っていないのが現状である。 
 
1-4 ドラッグリポジショニング 
 ドラッグリポジショニングとは既存の医薬品が有する未知の薬効を発見し、別の疾患に
適応を拡大するという試みである (図 1)。新薬が作られるまでには、開発候補化合物を選択
する基礎研究の後、有効性・安全性を確認する前臨床試験、投与量や副作用を検討する臨床
試験を経て、初めて承認・上市される。そのため開発から上市までには 10年以上の時間が
かかり、また開発費も数百億円に上ることもある。しかし、既に上市されている医薬品であ
れば、安全性や体内動態が明らかになっているため、速やかにかつ安価に異なる疾患治療に
応用できるという利点がある。5-HT3R 阻害薬は現在、制吐剤および過敏性腸症候群の治療
薬として上市されている。そのため、5-HT3R 阻害薬の抗炎症作用について詳細なメカニズ
ムが明らかとなれば、新たに抗炎症薬としてのドラッグリポジショニングに寄与すること
ができ、臨床的意義も高いと考えられる。 
 
1-5 5-フルオロウラシル誘発性小腸上皮アポトーシス 
 本研究では 5-フルオロウラシル (5-fluorouracil, 5-FU) による小腸上皮アポトーシスモデ
ルを用いて、検討を行った。5-FU は代謝拮抗薬に分類される抗悪性腫瘍薬の一つで、RNA
および DNA の合成を阻害することで抗癌作用を発揮する[23]。しかしそのため、分裂増殖
が盛んな腸管上皮細胞 (IEC) も傷害してしまい、アポトーシスを引き起こすことが知られ
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ている[24]。5-FU による化学療法を受けた患者の 50~80%に下痢が、25~45%に悪心・嘔吐が
見られることが報告されている[25, 26]。5-FU による下痢は腸陰窩のアポトーシスによる絨
毛長の短縮が、腸管腔内の表面積の低下に伴う水分吸収量の低下を引き起こすために生じ
ると考えられている[27, 28]。また化学療法に伴う嘔吐は、一般的に腸管の EC 細胞から 5-
HT が放出され、その 5-HT が求心性神経の 5-HT3R および CTZ・VC の 5-HT3R に作用する
ことで引き起こされると考えられている[10, 29, 30]。このような副作用を抑える目的で、5-
HT3R 阻害薬が制吐剤として、化学療法とともに使用されている[31]。近年、5-HT3R阻害薬
の投与が炎症性サイトカインの産生を抑制し、5-FU によるアポトーシスを改善したという
報告があるが[8]、その詳しいメカニズムは不明である。 
 
1-6 炎症とアポトーシス 
 アポトーシスは様々なシグナルによって制御されているが、大きく二つの経路が存在す
る[32]。一つは放射線障害や化学療法などの DNA 障害によるミトコンドリアを介した内部
経路と、もう一つは TNF-α など炎症性サイトカインがデスレセプターを介する外部経路で
ある (図 2)。どちらの経路も最終的に細胞質内に存在するカスパーゼ 3 を活性化すること
で、アポトーシスを引き起こす。5-FU による小腸上皮アポトーシスは、その作用機序から
内部経路を介するものと考えられるが、以前の研究では 5-HT3R 阻害薬が炎症性サイトカイ
ンの産生を抑えることで外部経路を抑制し、抗アポトーシス作用を示していると報告して
いる[8]。炎症とアポトーシスは厳密には異なる現象だが、後者のデスレセプターを介する
経路では炎症性サイトカインがアポトーシスを引き起こすため、5-HT3R 阻害薬による 5-FU
小腸上皮アポトーシスの抑制作用機序の解明は、5-HT3R 阻害薬の抗炎症作用について詳細
なメカニズムの解明にも一助となる可能性がある。 
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1-7 目的 
 本研究では、制吐剤である 5-HT3R 阻害薬による 5-FU 誘発小腸上皮アポトーシス抑制作
用機序を解明するために、①5-FU 誘発性アポトーシスに対する 5-HT3R シグナルの影響を
解明し (3 章)、②5-FU 誘発小腸上皮アポトーシス抑制作用を示す 5-HT3R シグナルの標的
細胞を探索する (4，5，6章) ことを目的とした。 
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図 1．ドラッグリポジショニング概要 
 既に上市されている薬剤の未知の薬効を見つけ出すことで、その薬剤の適応疾患を拡張
することができる。 
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図 2．アポトーシス経路 
 アポトーシス経路には DNA 障害によるミトコンドリアを介する内部経路 (右側) と、炎
症性サイトカインがデスレセプターを介する内部経路 (左側) の大きく二つが存在する。ど
ちらの経路も最終的にカスパーゼ 3の活性化によってアポトーシスを引き起こす。  
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【第 2章 実験材料及び実験方法】 
 
2-1 実験動物 
 実験には、野生型マウスとして C57BL/6J マウス (WT；SLC 株式会社、静岡) を用い
た。また遺伝子改変動物として C57BL/6J マウスを背景に持つ、5-HT3AR ノックアウトマ
ウス (5-HT3AR-KO；Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME, USA)、Tg(CAG-EGFP)マウス 
(GFP；SLC 株式会社、静岡)、そして 5-HT3AR-EGFP レポーターマウス (5-HT3AR-EGFP；
Mutant Mouse Regional Resource Center, University of California, Davis, CA, USA) を用いた。
すべてのマウスは 8-12 週齢の雄を用い、標準的なケージ内で自由摂食、飲水の条件下で飼
育し、飼育室の明暗周期は 12時間毎とした。動物の扱いは東京大学動物実験実施マニュ
アルに従い、すべての実験は東京大学農学生命科学研究科動物実験委員会の実験動物計画
書の承認を得て実施した。 
 
2-2 小腸上皮アポトーシスモデル 
 小腸上皮アポトーシスモデルはマウスに 5-FU (5 mg/mL, 50 mg/kg；和光純薬工業株式会
社、大阪) を腹腔内投与 [i.p.] することで作製した。マウスは、5-HT3R 阻害薬であるトロ
ピセトロン (1 mg/mL, 5 mg/kg, 経口投与 [p.o.]；Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, TX, 
USA) またはオンダンセトロン (1 mg/mL, 5 mg/kg, p.o.；Sigma-Aldrich, Inc., St Louis, MO, 
USA)、5-HT3R 作動薬である 1-(3-Chlorophenyl)biguanide hydrochloride (m-CPBG, 0.6 mg/mL, 
3 mg/kg, i.p.；Sigma-Aldrich)、あるいは α7ニコチン性アセチルコリン受容体 (α7nAChR) 
作動薬である PNU-282987 (1 mg/mL, 5 mg/kg, i.p.；Sigma-Aldrich) を、5-FU 投与の 30分前
および 6時間後に投与された。すべての試薬は生理食塩水を溶媒として用い、対照群には
生理食塩水を投与した。 
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2-3 アポトーシスの評価 
 5-FU 投与の 24時間後、マウスを犠死し小腸上皮のアポトーシスを評価した。マウスか
ら小腸を摘出し、十二指腸、空腸、回腸の 3部位を 10%中性緩衝ホルマリン液 (和光純薬
工業株式会社) で固定した。サンプルはパラフィン包埋の後、回転式ミクロトーム (大和
光機工業株式会社、埼玉) を用い短軸横断面で 4 µmに薄切した。組織切片は 0.01 Mクエ
ン酸緩衝液 (pH 6.0) 中で、95~100℃、30分煮沸することで再賦活化を行った。空冷の
後、0.3%過酸化水素を含むメタノールで室温 30分処理し、内因性ペルオキシダーゼを不
活化した。その後、0.2% Nonidet P-40および 3%ウシ血清アルブミン (BSA) を含む Tris緩
衝生理食塩水 (TBS) で室温 10分間の脱膜化処理、3% BSA含有 TBSで室温 30分間のブ
ロッキング処理を行った。切片を 1次抗体であるウサギ由来抗活性型カスパーゼ 3抗体 
(1:150, No. #9664；Cell Signaling Technology, Inc., Danvers, MA, USA) で 37℃16時間インキ
ュベートし、2次抗体はビオチン化抗ウサギ IgG抗体 (1:300, No. BA-1000；Vector 
Laboratories, Inc., Burlingame, CA, USA) で室温 1時間インキュベートした。発色にはアビ
ジン―ビオチン複合体法 (VECTASTAIN Elite ABC Kit, Vector Laboratories, Inc.) および DAB 
(同仁化学研究所、熊本) を用いた。ヘマトキシリンで対比染色を行い、光学顕微鏡下 
(Nikon Optiphot-2 Microscopes with ACT-1C software for the DXM1200C digital camera；株式会
社ニコン、東京) で、活性型カスパーゼ 3陽性細胞の数を計測した。陽性細胞は、同一サ
ンプルから 2切片計測し、腸管横断面上の数を平均して用いた。 
 
2-4 骨髄移植 
 7週齢のWT および 5-HT3AR-KO ドナーマウスから上腕骨、大腿骨、脛骨を採取し、内
腔を還流することで骨髄細胞を採取した。同じく 7週齢のWTおよび 5-HT3AR-KO レシピ
エントマウスは、9.0 Gyの X 線照射により骨髄細胞を焼灼し、8~10時間以内に 2.0×106個
の骨髄細胞を懸濁した 200 µLの 100 U/mLペニシリンおよび 100 µg/mLストレプトマイシ
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ン (PS；Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, USA) 含有 RPMI (Sigma-Aldrich) をマ
ウスの眼窩静脈叢より投与した[33]。骨髄移植の 5週間後、マウスに 5-FU を投与し、アポ
トーシスを評価した。 
 
2-5 フローサイトメトリー (FACS) 
 骨髄移植による免疫細胞置換率を検討するために、骨髄移植を行ったマウスの末梢血と
腸管細胞を用いて FACS を実施した。末梢血は骨髄移植後の 1 週間毎にマウスの眼窩静脈
叢より毛細ガラス管で採血し、ヘパリンで抗凝固処理を行った。腸管細胞は、骨髄移植後 5
週間後にマウスから小腸を摘出し、内容物をリン酸緩衝生理食塩水 (PBS) でフラッシュし
た後、1.5 cm片に細断して 5%ウシ胎児血清 (FBS) および 2 mM EDTA を含んだ Ca++, Mg++
フリーの Hank's 平衡塩溶液 (CMF-HBSS) に入れ、37℃で 20 分間 250 rpm で水平に攪拌し
た。同様の操作を 2回行った後、1.5 mg/mLコラゲナーゼタイプⅡ (Worthington Biochemical 
Corporation., Lakewood, NJ, USA)、40 µg/mL DNase I (Roche Diagnostics株式会社、東京) を含
んだ 5% FBS/CMF-HBSSで 37℃15分 200 rpmで水平に攪拌した。100 µmセルストレーナー
を通し、4℃5分 1500 rpmで遠心分離した後 5% FBS/CMF-HBSS による洗浄を 2回行った。
上清を捨て、5% FBS/PBSに懸濁し、1.5 mLチューブに分注し、抗体を反応させた。抗体は、
PE-Cyanine7 標識抗 CD45抗体 (1 h, 1:130, No.25-0451-82；Thermo Fisher Scientific) および 7-
ADD (10 min, 1:20, No.559925；BD Biosciences Japan, 東京) を用いた。2 mM EDTA/PBSで 2
回洗浄し、30 µm メッシュを通した後、BD FACSVerseTM (BD Biosciences Japan) を用いて
FACS を実施した。デブリの識別のため前方散乱光 (FSC) および側方散乱光 (SSC) による
ゲーティングを行った後、各蛍光でのゲーティングを実施した。ゲーティングはネガティブ
コントロールとポジティブコントロールを用いて実施した。最終ゲートに該当する細胞数
が 1.0×105個になるまで測定を行い、その割合を求めた。 
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2-6 小腸クリプトの単離およびオルガノイドの培養 
 小腸クリプトの採取とオルガノイドの培養は、以前の報告の方法[34]に独自の改良を用
いて行った。WT、5-HT3AR-KO および 5-HT3AR-EGFP マウスから小腸を摘出し、長軸方向
に切開し、PS含有氷冷 PBS中で内容物を洗浄した。組織を 5 mm程度に細断し、10 mLの
PBSを含んだ 50 mLチューブに集め、10 mLピペットで上下させることで洗浄を行った。
2~3回の洗浄後、上清を捨て、2 mM EDTA を含んだ PBSを 25 mL加え、氷上で 45分間振
盪した。その後上清を捨て、再び PBS で上清が透明になるまで洗浄を繰り返した。クリプ
トを基底膜から分離するため、10 mLの PBS を含んだチューブを激しく攪拌し、上清を 70 
µmのセルストレーナーで濾すことで絨毛を除いた。クリプトは 200×gで 4℃5分遠心分
離し、PBS による洗浄を 2~3回行った。その後、Dulbecco’s Modified Eagle Medium: 
Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F12；Sigma-Aldrich) 培地で懸濁し、クリプト数を計測した。
200個のクリプトをマウス腸管オルガノイド用培地 (IntestiCultTM Organoid Growth Medium, 
Stemcell Technologies, Inc., Vancouver, Canada) とマトリゲル (Corning Incorporated, Corning, 
NY, USA) を等量混合したもので懸濁し、予め 37℃に保温したプレートに、96ウェルプレ
ートでは 7 µL、24ウェルプレートでは 50 µLをドーム状になるように播種した。37℃で
15 分インキュベートした後、マウス腸管オルガノイド用培地を 96ウェルプレートでは 70 
µL、24 ウェルプレートでは 150 µL加えた。単細胞の生存率を上昇させるために、10 µM 
Y-27632 (和光純薬工業株式会社) を始めの 3日間加えた。培地は 3日毎に交換した。 
 
2-7 免疫蛍光染色 
 マウスから小腸を摘出し、内腔を還流することで内容物を除去した。サンプルは 4%パ
ラフォルムアルデヒド (PFA) に浸漬し、4℃で一晩固定した。サンプルを水洗し、10%、
20%および 30%のスクロース含有 PBS で 2時間毎に置換し、Tissue-Tek O.C.T.コンパウン
ド (サクラファインテックジャパン株式会社、東京) で包埋した。サンプルは 10 µmで薄
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切し、PBS で洗浄後、上述と同様に脱膜化およびブロッキング処理を行った。1次抗体
は、ウサギ由来抗 GFP 抗体 (1:500, No. A11122；Thermo Fisher Scientific)、ニワトリ由来抗
GFP 抗体 (1:500, No. ab13970；Abcam, Cambridge, UK)、ラット由来抗 CD68 抗体 (1:250, 
No. MCA1957；Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA)、ウサギ由来抗 PGP9.5 抗体 
(1:250, No. ADI-905-520-1；Enzo Life Sciences, Inc., Farmingdale, NY, USA)、あるいはマウス
由来抗 5-HT抗体 (1:100, No. M0758；Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA, USA) を用
い、3% BSAとともに 4℃で一晩インキュベートした。2次抗体には、Alexa Fluor 488 標識
ロバ由来抗ウサギ IgG抗体 (1:1000, No. A21206；Thermo Fisher Scientific)、Alexa Fluor 488
標識ヤギ由来抗ニワトリ IgG抗体 (1:1000, No. A11039；Thermo Fisher Scientific)、Alexa 
Fluor 594標識ヤギ由来抗ラット IgG 抗体 (1:1000, No. A11007；Thermo Fisher Scientific)、
Alexa Fluor 594 標識ロバ由来抗ウサギ IgG抗体 (1:1000, No. A21207；Thermo Fisher 
Scientific)、あるいは Alexa Fluor 568標識ヤギ由来抗マウス IgG抗体 (1:1000, No. A11004；
Thermo Fisher Scientific) を用い、室温で 1時間インキュベートした。核染色には 1 µg/mL 
4′,6-Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride (DAPI；Sigma-Aldrich) を用いた。 
 オルガノイドのホールマウント染色は Tuveson lab (Cold Spring Harbor Laboratory, Long 
Island, NY, USA) のプロトコールを基に実施した[35]。オルガノイドは 8ウェルチャンバー
システム (No. 177445；Thermo Fisher Scientific) のスライドに 3日間培養した。2% PFA 含
有 PBSで室温で 20分間固定し、その後 PBS/グリシン溶液 (130 mM NaCl、13.2 mM 
Na2HPO4, 2.6 mM NaH2PO4, 100 mM glycine, pH 7.4) および蛍光染色洗浄液 (130 mM NaCl, 
13.2 mM Na2HPO4, 3.6 mM NaH2PO4, 0.05% sodium azide, 0.1% BSA, 0.2% Triton-X-100, 
0.005% Tween-20, pH 7.4) で洗浄した。ブロッキングには 3% BSA を用い、1次抗体および
2 次抗体は上述の通り反応させた。対比染色として、DAPIおよび Alexa Fluor 594標識抗フ
ァロイジン抗体 (1:200, No. A12381；Thermo Fisher Scientific) を用いた。 
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 蛍光染色サンプルは共焦点蛍光顕微鏡 (ECLIPSE Ti-E Confocal Microscope with EZ-C1 
software；株式会社ニコン、および LSM 700 Confocal Microscope with ZEN software；Carl 
Zeiss AG., Oberkochen, Germany) を用いて観察した。 
 
2-8 オルガノイド細胞死誘導実験 
 オルガノイドを用いた細胞死誘導実験は以前の報告と同様に行った[36]。マウスからク
リプトを採取し、オルガノイドを培養して 3日目に 5-FU を培地に加え培養することで、
オルガノイドの細胞死を誘導した。5-FU 添加の 2日後に光学顕微鏡 (TS100 Inverted 
Microscope with DS-Fi2；株式会社ニコン) を用いて、発芽の有無および生死を形態学的に
評価した。オルガノイドは“Ⓐ：発芽ありかつ生存”、“Ⓑ：発芽なしかつ生存”、“Ⓒ：死
亡”に分類し、オルガノイド死亡率 = Ⓒ / (Ⓐ+Ⓑ+Ⓒ)、発芽率 = Ⓐ / (Ⓐ+Ⓑ) として求
めた。より初期の死亡率を比較するために、MTTアッセイを実施した。96ウェルプレー
トに培養した 1日後のオルガノイドに 5-FU を添加し、細胞死を誘導した。標準化のため
に 5-FU 添加と同時に 1 µg/mL calcein-AM (Thermo Fisher Scientific) を加え、1時間後に 485 
nm励起時の 535 nm蛍光量をマルチプレートリーダー (Wallac 1420 ARVO SX multilabel 
counter, Perkin-Elmer Co., Ltd., Rodgau, Germany) で測定した。5-FU 添加の 2日後、培地を
除去し、MTT溶液 (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide；Sigma-
Aldrich) を最終濃度 500 µg/mLになるように加えた DMEM/F12 培地で、37℃で 3時間、
5% CO2下でインキュベートした。培地を除去後、20 µLの 2% SDSを加え、37℃で 2時間
インキュベートし、マトリゲルを溶解させた。その後、ホルマザン色素を溶解させるため
に、100 µLのジメチルスルホキシドを加え、37℃で 1時間振盪した。プレートはマルチプ
レートリーダーを用い、490 nmの吸光度を測定した。すべての吸光度は対応するウェルの
calcein-AMの蛍光量で標準化した。対照群として生理食塩水を添加したウェルを 100%生
存とし、その割合から細胞死亡率を算出した。 
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2-9 血漿 5-HT濃度測定 
 5-FU を投与してから 24時間後のWT および 5-HT3AR-KO マウスから採血を行った。溶
血を防ぐために、マウスは 50 mg/kg ペントバルビタールによる深麻酔下で、ヘパリンを通
した毛細ガラス管を用いて、眼窩静脈叢から採血を行った。採取した血液は、0.1% EDTA-
Na (同仁化学研究所) で抗凝固処理を行い、1000×gで 4℃15分遠心分離した。血漿を分注
し、測定まで-80℃で保存した。5-HT濃度の測定には酵素免疫法を用いた (No. EIA 
IM1749；Beckman Coulter, Inc., Brea, CA, USA)。 
 
2-10 統計処理 
 実験成績は平均±標準誤差 (SEM) で示した。2群間検定には Student’s t-検定を用い、3
群以上の平均値の比較には、one-way analysis of variance (ANOVA) を用いた後、Tukey’s検
定で群間比較を行った。P 値が 0.05未満の場合を統計学的有意とみなした。統計解析に
は、統計ソフト EZR on R commander (Ver. 1.24、自治医科大学附属さいたま医療センター、
埼玉) を用いた[37]。 
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【第 3章 5-FU誘発性アポトーシスに対する 5-HT3Rシグナルの影響】 
 
3-1 目的 
 5-HT3R 阻害薬による 5-FU 誘発小腸上皮アポトーシス抑制作用機序をより詳細に解明す
るために、各種薬剤を用い 5-FU 誘発小腸上皮アポトーシスに対する 5-HT3Rシグナルの影
響を明らかにすることを目的とした。 
 
3-2 実験成績 
3-2-1 5-HT3R阻害薬の影響 
 初めに、5-HT3R 阻害薬が 5-FU 誘発小腸上皮アポトーシスを抑制するかを確かめるため
に、5-HT3R阻害薬であるトロピセトロン (1 mg/mL, 5 mg/kg, p.o.) またはオンダンセトロ
ン (1 mg/mL, 5 mg/kg, p.o.) を 5-FU (5 mg/mL, 50 mg/kg, i.p.) 投与の 30分前および 6時間後
に投与した。まず、対照群として生理食塩水を投与したマウスでは、腸陰窩にアポトーシ
ス細胞はほとんど確認されなかった (図 3A)。次に 5-FU の投与は、腸陰窩の IEC にアポト
ーシスを引き起こした (黒矢頭、図 3A)。5-HT3R阻害薬であるトロピセトロンまたはオン
ダンセトロンの併用投与は、5-FU 誘発性アポトーシスを減少させる傾向があった (図 3A
および B)。特にオンダンセトロンの併用投与は十二指腸と空腸で、5-FU 単独投与に比べ
有意にアポトーシス細胞の数が減少した (十二指腸；Control：1.1 ± 0.4 cells/slice, 5-FU：
87.0 ± 13.0 cells/slice, 5-FU+Tropisetron：60.8 ± 14.1 cells/slice, 5-FU+Ondansetron：40.9 
± 8.1 cells/slice、空腸；Control：0.5 ± 0.2 cells/slice, 5-FU：65.5 ± 15.5 cells/slice, 5-
FU+Tropisetron：51.0 ± 8.8 cells/slice, 5-FU+Ondansetron：26.9 ± 5.0 cells/slice、回腸；
Control：0.4 ± 0.2 cells/slice, 5-FU：43.9 ± 11.6 cells/slice, 5-FU+Tropisetron：23.3 ± 5.1, 
5-FU+Ondansetron：24.1 ± 5.8 cells/slice、n=13)。 
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図 3．5-HT3R阻害薬の 5-FU誘発性アポトーシスに対する影響 
A) 空腸における活性型カスパーゼ 3陽性細胞の典型写真。アポトーシスを起こしている
細胞が茶褐色に染色されている (黒矢頭)。スケールバーは 50 µmを示す。 
B) 横断面切片における活性型カスパーゼ 3陽性細胞数の定量図。5-HT3R阻害薬であるト
ロピセトロンまたはオンダンセトロンの併用投与は、5-FU 誘発性アポトーシスを減少させ
る傾向があった。データは平均±SEM (n=13)。* p < 0.05 vs. 5FU。 
Control；対照群、Tropi；トロピセトロン、Ond；オンダンセトロン。 
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3-2-2 α7nAChR作動薬の影響 
 トロピセトロンは α7nAChR の部分作動薬として働くことが知られている[38]。そこで、
5-HT3R阻害薬の抗アポトーシス作用が α7nAChRと関連しているかを明らかにするため
に、α7nAChR作動薬である PNU-282987 (1 mg/mL, 5 mg/kg, i.p.) を 5-FU (5 mg/mL, 50 
mg/kg, i.p.) 投与の 30分前および 6時間後に投与し、5-FU 誘発性アポトーシスを評価し
た。その結果、PNU-282987を 5-FU と併用投与しても、アポトーシス細胞の数は減少しな
かった (図 3Aおよび B)。また、PNU-282987自身にアポトーシス誘導作用はなかった (十
二指腸；Control：2.1 ± 0.5 cells/slice, PNU-282987：2.0 ± 1.1 cells/slice, 5-FU：53.1 ± 
10.8 cells/slice, 5-FU+PNU-282987：50.8 ± 14.5 cells/slice、空腸；Control：2.0 ± 0.8 
cells/slice, PNU-282987：1.8 ± 0.5 cells/slice, 5-FU：71.0 ± 17.5 cells/slice, 5-FU+PNU-
282987：42.5 ± 10.6 cells/slice、回腸；Control：0.1 ± 0.1 cells/slice, PNU-282987：1.1 ± 
0.9 cells/slice, 5-FU：25.2 ± 6.5, 5-FU+PNU-282987：30.2 ± 5.1 cells/slice、n=5)。 
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図 4．α7nAChR作動薬の 5-FU誘発性アポトーシスに対する影響 
A) 空腸における活性型カスパーゼ 3陽性細胞の典型写真。アポトーシスを起こしている
細胞が茶褐色に染色されている (黒矢頭)。スケールバーは 50 µmを示す。 
B) 横断面切片における活性型カスパーゼ 3陽性細胞数の定量図。α7nAChR作動薬である
PNU-282987の併用投与は、5-FU 誘発性アポトーシスを減少させなかった。データは平均
±SEM (n=5)。 
Control；対照群、PNU；PNU-282987。 
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3-2-3 5-HT3R作動薬の影響 
 次に 5-FU によって誘発される IEC のアポトーシスにおける 5-HT3R 作動薬である m-
CPBG の影響について検討した。m-CPBG (0.6 mg/mL, 3 mg/kg, i.p.) を 5-FU (5 mg/mL, 50 
mg/kg, i.p.) 投与の 30分前および 6時間後に投与すると、5-FU によるアポトーシス細胞の
数が増加する傾向が確認された (図 5Aおよび B)。特に空腸では 5-FU 単独投与に比べ、有
意に 5-FU 誘発性アポトーシスが増強された (図 5B)。しかし、m-CPBG の単独投与では腸
陰窩の IEC にアポトーシスを引き起こさなかった (十二指腸；Control：1.6 ± 0.5 
cells/slice, m-CPBG：3.0 ± 1.0 cells/slice, 5-FU：37.6 ± 7.2 cells/slice, 5-FU+m-CPBG：52.7 
± 15.5 cells/slice、空腸；Control：2.1 ± 0.8 cells/slice, m-CPBG：3.6 ± 0.5 cells/slice, 5-
FU：19.2 ± 3.0 cells/slice, 5-FU+m-CPBG：33.4 ± 5.7 cells/slice、回腸；Control：0.8 ± 
0.4 cells/slice, m-CPBG：2.5 ± 1.3 cells/slice, 5-FU：15.3 ± 5.4, 5-FU+m-CPBG：20.7 ± 
7.8 cells/slice、n=5)。 
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図 5．5-HT3R作動薬の 5-FU誘発性アポトーシスに対する影響 
A) 空腸における活性型カスパーゼ 3陽性細胞の典型写真。アポトーシスを起こしている
細胞が茶褐色に染色されている (黒矢頭)。スケールバーは 50 µmを示す。  
B) 横断面切片における活性型カスパーゼ 3陽性細胞数の定量図。5-HT3R作動薬であるト
m-CPBGの併用投与は、5-FU 誘発性アポトーシスを増加させる傾向があった。データは平
均±SEM (n=5)。* p < 0.05 vs. 5FU。 
Control；対照群、mCPBG；m-CPBG, 1-(3-Chlorophenyl)biguanide hydrochloride。 
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3-2-4 5-HT3AR-KOマウスでの影響 
 次に、WTマウスに 5-HT3R阻害薬を投与した時に観察された抗アポトーシス作用と同様
の現象が、5-HT3AR-KO マウスにおいて観察されるかを検討した。WT マウスと 5-HT3AR-
KO マウスに 5-FU (5 mg/mL, 50 mg/kg, i.p.) を投与し、24時間後に 5-FU 誘発性アポトーシ
スを評価した。その結果、WT マウスと比較して、5-HT3AR-KO マウスでは 5-FU によるア
ポトーシス細胞の数が減少する傾向が見られた (図 6A および B)。特に十二指腸と回腸で
は有意に減少していた (十二指腸；WT-Control：1.5 ± 0.4 cells/slice, WT-5FU：67.6 ± 
12.4 cells/slice, KO-Control：2.1 ± 0.7 cells/slice, KO-5FU：31.3 ± 10.4 cells/slice、空腸；
WT-Control：2.8 ± 1.6 cells/slice, WT-5FU：47.1 ± 15.3 cells/slice, KO-Control：1.1 ± 0.5 
cells/slice, KO-5FU：22.8 ± 7.1 cells/slice、回腸；WT-Control：3.9 ± 2.1 cells/slice, WT-
5FU：49.5 ± 13.5 cells/slice, KO-Control：1.1 ± 0.4 cells/slice, KO-5FU：19.3 ± 3.4 
cells/slice、n=9)。 
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図 6．WTマウスおよび 5-HT3AR-KOマウスにおける 5-FU誘発性アポトーシスに対する
影響の比較 
A) 空腸における活性型カスパーゼ 3陽性細胞の典型写真。アポトーシスを起こしている
細胞が茶褐色に染色されている (黒矢頭)。スケールバーは 50 µmを示す。 
B) 横断面切片における活性型カスパーゼ 3陽性細胞数の定量図。5-HT3AR-KO マウスでは
WTマウスに比べ、5-FU 誘発性アポトーシス細胞の数が減少する傾向があった。データは
平均±SEM (n=9)。* p < 0.05 vs. WT-5FU。 
Control；対照群、WT；野生型マウス、KO；5-HT3AR-KO マウス。 
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3-3 考察  
 本章では 5-FU 誘発性アポトーシスに対する 5-HT3R シグナルの影響を明らかにするため
に、各受容体作動薬および阻害薬を用いて、IECのアポトーシスを評価した。また、5-
HT3AR-KO マウスを用いることで、5-HT3R シグナルを確実に遮断することで生じる影響も
確認した。 
2013年に Yasudaらが、5-HT3R 阻害薬に 5-FU 誘発性アポトーシスを改善する作用があ
ることを報告している[8]。彼らは 5-HT3R阻害薬であるラモセトロンとオンダンセトロン
を用い、5-FU 投与による体重減少と下痢が軽減し、その現象が腸陰窩の IEC アポトーシス
抑制による絨毛長維持によるものと述べている。彼らは TNF-αや IL-1β などの炎症性サイ
トカインの産生が抑制されていること、カスパーゼ 3および 8のタンパク発現が抑制され
ていることから、デスレセプターを介する経路が 5-HT3R阻害薬の抗アポトーシス作用に
関与していると考察している。5-HT3R 阻害薬が炎症性サイトカインの産生を抑制するとい
う報告は 2004年頃から報告されている。Fiebich らはヒト単球を用いた in vitro 実験で初め
てトロピセトロンとオンダンセトロンが炎症性サイトカインの産生を抑制することを明ら
かにした[16]。その後、in vivo実験で 5-HT3R阻害薬の抗炎症作用を示す結果が 2009年頃
から報告されている[5]。しかしこれらの報告では炎症性サイトカインの産生が抑制される
詳しいメカニズムは不明のままであり、また 5-HT3R 阻害薬の標的となっている細胞は明
らかにできていない。さらに、トロピセトロンには α7nAChR の部分作動薬としての作用
があることが明らかになった[38]。α7nAChR 作動薬には抗炎症作用があることが知られて
おり[39]、いくつかの報告ではトロピセトロンの抗炎症作用は α7nAChR シグナルを介して
示されていると結論付けている[40, 41]。しかし、オンダンセトロンには α7nAChR の部分
作動薬としての作用はないことが証明されており[42]、ほかの 5-HT3R阻害薬も α7nAChR
作動薬として働くアザビシクロ環構造を持っていないことから[43]、5-HT3R シグナルが抗
炎症作用に関与しているのは間違いないと考えられる。今回の結果では、オンダンセトロ
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ンが 5-FU 誘発性アポトーシスを抑制したのに対し、α7nAChR 作動薬である PNU-282987
は抗アポトーシス作用を示さなかった。さらに、5-HT3R 作動薬である m-CPBG の投与は
5-FU 誘発性アポトーシスを増強したことから、5-HT3Rシグナルが 5-FU 誘発性アポトーシ
スを促進すると考えられた。また、5-HT3AR-KO マウスを用いた実験成績からも、5-HT3R
シグナルが関与していることが示された。 
本研究では十二指腸、空腸、回腸の三か所でアポトーシスを評価したが、部位によって
有意差が認められる場合と認められない場合があった。この原因の可能性として、部位に
よる細胞周期が影響を与えていると考えられる。5-FU は DNA合成阻害によってアポトー
シスを引き起こすため、細胞周期が早いほどアポトーシスが引き起こされる。実際に、十
二指腸の方が回腸に比べ細部周期が早いことが知られており[44]、本研究の結果も十二指
腸でアポトーシス細胞が多く観察された。そのため、回腸ではアポトーシス細胞の数の差
が小さく、統計学的に有意でなかった可能性も考えられる。そのため、本研究では各部位
の全体的な傾向により、薬剤の影響を評価した。 
以上の結果より、5-HT3Rシグナルが 5-FU 誘発性アポトーシスに関与することが明らか
になり、5-HT3Rシグナルの活性化は 5-FU 誘発性アポトーシスを促進する作用を持つこと
が確認された。また、5-HT3Rシグナルの活性化のみではアポトーシスは誘導されないこと
が明らかになった。 
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【第 4章 5-FU誘発性アポトーシスに関与する 5-HT3Rシグナル標的細胞の探索①： 
骨髄移植モデルによる検討】 
 
4-1 目的 
 いくつかの報告では免疫細胞に 5-HT3Rが発現しており、5-HT3Rシグナルの活性化が免
疫細胞からの炎症性サイトカインの産生を抑制することを示唆している[4, 6, 8]。そこで 5-
FU 誘発性アポトーシスを促進する 5-HT3Rシグナルの標的細胞が免疫細胞であるという仮
説のもと、WT マウスと 5-HT3AR-KO マウスを用い、骨髄移植モデルによる実験を行っ
た。骨髄移植を行うことにより、骨髄由来免疫細胞のみ 5-HT3AR を欠損したマウスを作製
することで、免疫細胞における 5-HT3R シグナルが 5-FU 誘発性アポトーシスに関与するか
どうかを明らかにすることを目的とした。 
 
4-2 実験成績 
4-2-1 骨髄移植モデルにおける免疫細胞置換率の検討 (末梢血) 
 初めに、骨髄移植によってどの程度の骨髄由来免疫細胞が置換されるかを検討するため
に、C57BL/6-Tg(CAG-EGFP)マウス (GFP マウス) を用い予備検討を行った。GFP マウス
から骨髄を採取し、X線照射したWTマウスに眼窩内静脈叢より投与することで骨髄を移
植した。マウスから 1週間毎に採血し、FACSにて FSC と SSCから白血球分画をゲーティ
ングし (P1、図 7A)、GFP 陽性細胞の割合を求めた (図 7B)。その結果、骨髄移植 1週間後
では 22.1%だった置換率が、2週間後以降では約 80%で維持されていた (図 7E、1 week：
22.1 ± 5.4%, 2 week：85.3 ± 4.0%, 3 week：83.2 ± 3.6%, 4 week：83.7 ± 3.3%,  
5 week：79.1 ± 2.6%、n=4)。  
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図 7. FACSによる末梢血中免疫細胞置換率の検討 
A) FSC による白血球分画のゲーティング (P1)。 
B) 骨髄移植を行ったマウスにおける GFP 陽性細胞と陰性細胞の割合。P1の全細胞のう
ち、バーの範囲の GFP 陽性細胞割合を置換率とした。 
C) WTマウスの場合 (ネガティブコントロール)。 
D) GFP マウスの場合 (ポジティブコントロール)。 
E) 末梢血中 GFP 陽性細胞の割合の遷移。データは平均±SEM (n=4)。  
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4-2-2 骨髄移植モデルにおける免疫細胞置換率の検討 (腸管) 
 次に、4-2-1で用いたマウスから小腸を骨髄移植後 5週間後にサンプリングし、サンプル
中に含まれる GFP 陽性白血球の割合を算出した。FSCよりデブリを除外し (P1、図 8A)、
死細胞マーカーである 7-ADD が陰性である細胞 (P2、図 8B) のうち、白血球マーカーで
ある CD45陽性細胞分画をゲーティングし (P3、図 8C)、その細胞の GFP 陽性率を腸管に
おける置換率とした (図 8D)。その結果、腸管における GFP 置換率は 68.4 ± 5.9% (n=4)
だった。 
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図 8. FACSによる腸管における免疫細胞置換率の検討 
A) FSC によるゲーティング (P1)。 B) 7-ADDによる死細胞の除外 (P2)。 
C) CD45 陽性白血球分画のゲーティング (P3)。 
D) 骨髄移植を行ったマウスにおける GFP 陽性細胞と陰性細胞の割合。P3の全細胞のう
ち、バーの範囲の GFP 陽性細胞割合を置換率とした。 
E) WTマウスの場合 (ネガティブコントロール)。 
F) GFP マウスの場合 (ポジティブコントロール)。  
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4-2-3 骨髄移植モデルにおける 5-FU誘発性アポトーシスの影響 
GFP マウスを用いた予備検討より、骨髄移植による免疫細胞の置換が十分に行われてい
ると判断し、次に、WTマウスと 5-HT3AR-KO マウスを用いて骨髄移植モデルを作製し、
骨髄移植 5週間後に 5-FU (5 mg/mL, 50 mg/kg, i.p.) によるアポトーシスを評価した (図 9A
および B)。まずそれぞれのキメラマウスに生理食塩水を投与した Control群では、腸陰窩
の IEC にアポトーシスは見られず、X線照射の影響は 5週間で完全に見られなくなってい
ることが明らかとなった。次に、KO マウスから骨髄を移植した、すなわち免疫細胞のみ
5-HT3AR を欠損したキメラ WT マウスでは、5-FU によるアポトーシス細胞の数は減少しな
かった。一方、WT マウスの骨髄を移植した、すなわち免疫細胞以外の細胞が 5-HT3AR を
欠損したキメラ KO マウスでは、5-FU によるアポトーシスが有意に改善した。この結果は
骨髄移植を行っていない KO マウスの結果と同様だった (図 6B、十二指腸；KOBM→WT 
Control：5.0 ± 0.4 cells/slice, KOBM→WT 5FU：83.3 ± 17.0 cells/slice, WTBM→KO 
Control：1.4 ± 0.4 cells/slice, WTBM→KO 5FU：15.8 ± 7.8 cells/slice、空腸；KOBM→WT 
Control：2.9 ± 1.5 cells/slice, KOBM→WT 5FU：71.8 ± 16.7 cells/slice, WTBM→KO 
Control：0.6 ± 0.5 cells/slice, WTBM→KO 5FU：19.1 ± 10.0 cells/slice、回腸；KOBM→WT 
Control：1.4 ± 0.3 cells/slice, KOBM→WT 5FU：24.3 ± 5.3 cells/slice, WTBM→KO Control：
1.4 ± 0.4 cells/slice, WTBM→KO 5FU：8.0 ± 3.2 cells/slice、n=4-6)。 
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図 9. 骨髄移植モデルにおける 5-FU誘発性アポトーシスの影響 
A) 空腸における活性型カスパーゼ 3陽性細胞の典型写真。アポトーシスを起こしている
細胞が茶褐色に染色されている (黒矢頭)。スケールバーは 50 µmを示す。 
B) 横断面切片における活性型カスパーゼ 3陽性細胞数の定量図。キメラWT マウス 
(KOBM→WT) では 5-FU によるアポトーシス細胞の数が減少しなかったが、キメラ KO マ
ウス (WTBM→KO) では 5-FU によるアポトーシス細胞の数が減少した。データは平均±
SEM (n=4-6)。* p < 0.05 vs. KOBM→WT 5FU。 
Control；対照群、WT；野生型マウス、KO；5-HT3AR-KO マウス。 
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4-3 考察 
 免疫細胞は骨髄で産生されるため、骨髄移植を行うことで骨髄由来の免疫細胞特異的に
遺伝子欠損させたマウスが作製でき、免疫研究の分野では広く用いられている手法である
[45]。しかし一方で、腸管に存在する白血球は骨髄移植を行っても 40%程度しか置換されな
いという報告もあり[46]、小腸上皮のアポトーシスを評価するうえで事前検討が必要と考え
た。骨髄移植を成功させるためには、移植する骨髄細胞を的確に投与する必要がある。一般
的には尾静脈投与が行われているが、今回は眼窩静脈叢投与を採用した。この方法は、尾静
脈投与に比べて手技が容易であり、また血中動態も尾静脈投与と変わらない、近年確立され
た投与法である[33]。実際にこの方法を用いて骨髄移植を行ったマウスでは、血中白血球の
置換率は 80%以上に達し、これは以前の報告と同様である[46]。さらに、腸管での置換率は
移植後 5週間に 70%近くに達し、以前の報告よりも高い結果となった。以前の報告では、移
植後 3 週間までしか確認していないため単純に比較はできないが、少なくとも本モデルで
移植後 5週間目に 5-FU によるアポトーシスを評価するにあたり、十分な置換率が得られて
いると考え、WTマウスと 5-HT3AR-KO マウスでの骨髄移植実験を行った。 
これまで 5-HT3R 阻害薬の抗炎症作用は免疫細胞に発現する 5-HT3R を介して発揮されて
いる可能性が示唆されていた[4, 6, 8]。しかし今回、WT マウスに 5-HT3AR-KO マウスの骨髄
を移植することで、免疫細胞での 5-HT3R シグナルを遮断したにもかかわらず、5-FU によ
るアポトーシスは改善されなかった。一方で、5-HT3AR-KO マウスにWT マウスの骨髄を移
植し、免疫細胞のみで 5-HT3R シグナルが働くようにしたキメラマウスでは、5-FU による
アポトーシスは有意に改善した。第 3 章において 5-HT3R シグナルが 5-FU 誘発性アポトー
シスを促進する作用を持つことが明らかになっていることから、5-FU 誘発性アポトーシス
に骨髄由来免疫細胞は関与せず、免疫細胞以外の体細胞に発現する 5-HT3Rが関与している
ことが明らかになった。  
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【第 5章 5-FU誘発性アポトーシスに関与する 5-HT3Rシグナル標的細胞の探索②： 
5-HT3AR-EGFPレポーターマウスでの検討】 
 
5-1 目的 
 第 4章では、5-FU 誘発性アポトーシスに関与する 5-HT3R シグナルの標的細胞が免疫細
胞ではないことが明らかになった。一般的に 5-HT3R は神経細胞に発現していることが知
られているが[11]、そのほかの細胞に関しての情報は乏しい。その原因として、同受容体
を認識する市販の抗体の特異性に問題があることが挙げられる。そこで、5-HT3R を発現す
るそのほかの標的細胞を探索するために、5-HT3AR-EGFP レポーターマウスを用いて免疫
組織化学的に検討を行うこととした。 
 
5-2 実験成績 
5-2-1 5-HT3AR-EGFPレポーターマウスの小腸組織切片の観察 
 まず 5-HT3AR-EGFP レポーターマウスの小腸の凍結切片を作製し、EGFP (緑色) を観察
することで 5-HT3AR を発現する細胞を観察した。その結果、5-HT3AR は絨毛間および粘膜
下組織に多く発現していた (赤矢印、図 10A および D)。また、粘膜上皮細胞の一部の細胞
にも 5-HT3AR 発現細胞が確認でき、そのうちいくつかは腸陰窩にも分布していた (赤矢
頭、図 10C および F)。 
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図 10. 5-HT3AR-EGFPレポーターマウスの小腸組織切片 
A) 5-HT3AR-EGFP 発現細胞 (緑色) は絨毛間と粘膜下織に多く発現している (赤矢印)。 
B) DAPIによる核染色 (青色)。 
C) 粘膜上皮細胞の一部にも 5-HT3AR-EGFP 発現細胞が確認される (赤矢頭)。 
D～F) A～Cの拡大図。 
スケールバーは 100 µmを示す。 
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5-2-2 神経細胞における 5-HT3AR-EGFPの発現 
 5-2-1で 5-HT3AR は神経細胞と思われる細胞に発現していた。そこで神経細胞のマーカ
ーである PGP9.5抗体を用いて免疫染色を行い、5-HT3AR-EGFP との二重染色を行った。予
想通り、絨毛間および神経叢に発現していた 5-HT3AR-EGFP (緑色) は PGP9.5 (赤色) と完
全に一致した (白矢印、図 11Cおよび F)。しかし、粘膜上皮細胞に発現していた 5-HT3AR-
EGFP 陽性細胞は PGP9.5では染色されなかった (赤矢頭、図 11Cおよび F)。これらの結果
より、粘膜下組織に存在している 5-HT3AR は神経細胞に発現されていることが明らかにな
った。しかし粘膜上皮に発現している 5-HT3AR は神経細胞由来ではないことが明らかにな
った。 
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図 11. PGP9.5と 5-HT3AR-EGFPの二重染色 
A) 5-HT3AR-EGFP は粘膜下組織と粘膜上皮細胞の一部に確認される (緑色)。 
B) PGP9.5 抗体により神経細胞が染色されている (赤色)。 
C) 粘膜下組織の 5-HT3AR-EGFP は PGP9.5 と完全に一致している (白矢印)。粘膜上皮細胞
の一部の 5-HT3AR-EGFP 陽性細胞は PGP9.5 陰性だった (赤矢頭)。DAPI (青色)。 
D～F) A～Cの拡大図。 
スケールバーは 100 µmを示す。  
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5-2-3 マクロファージにおける 5-HT3AR-EGFPの発現 
 第 4章で 5-FU 誘発性アポトーシスに免疫細胞は関与しないことが明らかになったが、腸
管の免疫細胞に 5-HT3R が発現していないためなのか、あるいは 5-HT3AR が発現しているが
アポトーシスには関与しなかったのかは明らかではない。そこで、免疫細胞としてマクロフ
ァージを CD68抗体によって免疫染色し、5-HT3AR-EGFP との二重染色を行った。その結果
CD68陽性細胞 (赤色) であるマクロファージ (白矢印) は、5-HT3AR-EGFP (緑色) とほとん
ど一致しなかった (図 12C および F)。しかしごく一部、5-HT3AR-EGFP と CD68が一致する
部分が存在した (白矢頭、図 12F)。粘膜上皮細胞の一部の 5-HT3AR-EGFP 陽性細胞は CD68
陰性だった (赤矢頭、図 12C)。 
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図 12. CD68と 5-HT3AR-EGFPの二重染色 
A) 5-HT3AR-EGFP は粘膜下組織と粘膜上皮細胞の一部に確認される (緑色)。 
B) CD68 抗体により絨毛間のマクロファージが染色されている (赤色、白矢印)。 
C) 粘膜下組織の 5-HT3AR-EGFP は CD68 と一致しなかった。また粘膜上皮細胞の一部の 5-
HT3AR-EGFP 陽性細胞も CD68陰性だった (赤矢頭)。DAPI (青色)。 
D～F) A～Cの拡大図。5-HT3AR-EGFP と CD68が一致する箇所が 1箇所存在した (白矢
頭)。 
スケールバーは 100 µmを示す。 
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5-2-4 共焦点顕微鏡によるマクロファージと 5-HT3AR-EGFP陽性細胞の観察 
 5-2-3で 5-HT3AR-EGFP と CD68 はほとんど一致しなかったが、ごく一部一致している部
分も存在した。そこでマクロファージにおける 5-HT3AR の発現をより詳細に観察するため
に、5-HT3AR-EGFP マウスで CD68 を免疫染色したサンプルを、共焦点顕微鏡を用いて三
次元的に観察を行った。まず、二次元的に得られた免疫染色画像では、一部 CD68 陽性マ
クロファージ (赤色) が、5-HT3AR-EGFP (緑色) と共発現しているように観察できる画像が
得られた (白矢印、図 13A)。しかし、この画像を三次元的に解析すると、5-HT3AR-EGFP
陽性の神経線維に隣接してマクロファージが存在していることが確認できた (白矢頭、図
13B)。また角度によっては、マクロファージは神経細胞と一致するように観察できる画像
も存在した (青矢頭、図 13B)。 
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図 13. 共焦点顕微鏡による CD68と 5-HT3AR-EGFP発現細胞の観察 
A) CD68 (赤色) と 5-HT3AR-EGFP (緑色) の 2D 画像。一部一致しているように観察できる 
(白矢印)。 
B) CD68 と 5-HT3AR-EGFP の 3D画像。時計回りに回転させた回転角度で示す。CD68と 5-
HT3AR-EGFP は角度によっては神経線維を取り囲むように存在している (白矢頭) が、そ
の 180度反対から見ると一致しているように観察できる (青矢頭)。 
スケールバーは 20 µmを示す。 
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5-2-5 粘膜上皮細胞における 5-HT3AR-EGFPの発現 
 粘膜上皮細胞の一部の 5-HT3AR-EGFP 陽性細胞を同定するために免疫染色を行った。粘膜
上皮細胞のすべてが染まっているわけではなくまばらで、一部紡錘形の形態が観察された
ことから腸管内分泌細胞と推察し、EC 細胞のマーカーである 5-HT 抗体で免疫染色を行っ
た。すると予想通り、粘膜上皮細胞の 5-HT3AR-EGFP 陽性細胞 (緑色) と 5-HT 陽性細胞 (赤
色) が一致した (白矢頭、図 14C および F)。しかし、すべての 5-HT3AR-EGFP 陽性上皮細胞
が 5-HT 陽性ではなく、5-HT3AR-EGFP のみ陽性の細胞 (黄矢印) や 5-HT のみ陽性の細胞 
(白矢印) も観察され、全体的にそれぞれ約 50%ずつの細胞が一致していた。 
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図 14. 5-HTと 5-HT3AR-EGFPの二重染色 
A~C) 絨毛部における 5-HT3AR-EGFP (緑色)、EC 細胞 (5-HT、赤色)、DAPI (青色) の染色
像。 
D~F) 腸陰窩部における 5-HT3AR-EGFP (緑色)、EC細胞 (5-HT、赤色)、DAPI (青色) の染
色像。 
5-HT3AR-EGFP 陽性細胞の一部と EC 細胞の一部が一致している (白矢頭) が、5-HT3AR-
EGFP のみ陽性細胞 (黄矢印) および 5-HT のみ陽性細胞 (白矢印) も存在する。 
スケールバーは 50 µmを示す。 
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5-3 考察 
 今回、5-HT3AR-EGFP レポーターマウスを入手することができたため、より詳細に免疫
組織化学的に 5-HT3AR の局在を調査することができた。これまで知られていたように、5-
HT3AR は腸管神経のほぼ全域に発現しており、PGP9.5ともほぼ一致した。これらの結果は
腸の分泌、血流調節、運動、知覚に関するほとんどの神経に 5-HT3R が発現しているとい
う報告と一致する[11]。一方、これまで腸管のマクロファージに 5-HT3Rが発現していると
示唆されていたが[8, 47]、本研究では 5-HT3AR-EGFP 陽性細胞と CD68は一致しなかった。
しかしこの結果は、第 4章で骨髄移植を行っても 5-FU 誘発性アポトーシスに影響がなか
ったという結論を支持する結果である。上述の研究では、抗 5-HT3R 抗体を用いて免疫染
色によってマクロファージにおける局在を見ている。これらの抗体は IgGをアイソタイプ
とするものであるが、マクロファージは細胞表面上に Fcレセプターを発現しており[48]、
しばしば Fcレセプターと抗体が非特異的に結合してしまうことで、評価が難しいことが
ある。今回は 5-HT3AR-EGFP レポーターマウスを用いたため、抗体に影響されることなく
局在を見ることができたため、より信頼性の高い結果を得られたと考えている。また、共
焦点顕微鏡で観察すると、マクロファージは神経細胞に密着するように存在しており、三
次元解析での角度によっては共局在を示しているようにも観察できる。このようなことか
ら、マクロファージは 5-HT3R を発現していると考えられてきたが、今回の結果は、マウ
スの小腸に存在するマクロファージは 5-HT3Rを発現しない可能性を強く示唆するもので
ある。また、EC細胞に 5-HT3R が発現していることを 5-HT3AR-EGFP マウスを用いて明ら
かにした。これまで、EC細胞が 5-HT3R を発現している可能性は、モルモットの摘出回腸
での 5-HT 放出を確認した in vitroの報告しかなく[49-51]、EGFP レポーターマウスを用い
て EC 細胞に 5-HT3AR が発現していることを形態学的に証明したのは本研究が初めてであ
る。 
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 これらの結果より、5-FU 誘発性アポトーシスに関与する 5-HT3Rシグナルの標的細胞
は、神経細胞または EC細胞である可能性が示唆された。  
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【第 6章 5-FU誘発性アポトーシスに関与する 5-HT3Rシグナル標的細胞の探索③： 
EC細胞についての検討】 
 
6-1 目的 
 第 5 章では 5-FU 誘発性アポトーシスに関与する 5-HT3R シグナルの標的細胞は、神経細
胞または EC細胞である可能性が明らかとなった。特に EC細胞は、5-FU によってアポトー
シスが誘導される腸陰窩にも存在が確認された。一方、神経細胞に発現する 5-HT3R は腸管
神経のほぼ全域に発現しており、その下流で分泌されうるメディエーターは計り知れない。
そこで EC 細胞についての検討を優先して実施することとした。 
 
6-2 実験成績 
6-2-1 5-HT3AR-EGFPレポーターマウスでの小腸オルガノイド作製 
 EC 細胞についての検討を、小腸オルガノイドを用いた in vitro実験で行うこととした。ま
ず、5-HT3AR-EGFP レポーターマウスの小腸を用いて、小腸オルガノイドを作製し、小腸オ
ルガノイドに 5-HT3Rが発現しているかを確認した。その結果、小腸から分離してきたクリ
プトの状態でも 5-HT3AR-EGFP 陽性細胞 (緑色) が確認でき、オルガノイドを形成してから
もその発現が維持されていることが明らかになった (図 15A)。またオルガノイド中の EC細
胞の発現も確認できた (図 15B)。これらを二重染色すると一部の細胞は 5-HT3AR-EGFP お
よび 5-HT (赤色) の両方に陽性を示した (白矢頭、図 15C)。 
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図 15. 5-HT3AR-EGFPレポーターマウスから作製した小腸オルガノイド 
A) 分離したクリプトからオルガノイド培養中の 5-HT3AR-EGFP 陽性細胞の確認 (緑色)。 
B) 小腸オルガノイドにおける 5-HT 陽性細胞 (赤矢頭、緑色)、微絨毛 (F-actin、赤色)、DAPI 
(青色)。 
C) 小腸オルガノイドにおける 5-HT3AR-EGFP (緑色)、5-HT (赤色)、DAPI (青色)。一部の細
胞が 5-HT3AR-EGFP および 5-HTの両方に陽性を示した。 
スケールバーは 100 µmを示す。 
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6-2-2 小腸オルガノイドでの 5-FU細胞死誘導実験 
 小腸オルガノイドに 5-HT3AR を発現する EC 細胞が存在することが確認できたため、オ
ルガノイドを用いた in vitro 実験を行うこととした。WT マウスと 5-HT3AR-KO マウスから
それぞれ小腸オルガノイドを作製し、5-FU を培養液中に加えることで細胞死を誘導した。
まず、5-FU を 0.3 µg/mLで添加した場合は、5-FU 無処置群と比べて小腸オルガノイドの形
態に大きな変化は認められなかった。しかし 5-FU を 3 µg/mL以上の濃度で加えると、オル
ガノイドの発芽が減少し、細胞死が誘導されるためオルガノイドの管腔構造も崩壊してい
た (図 16A)。これらを顕微鏡により形態学的に定量すると図16BおよびCのようになった。
5-FU を 1 µg/mL の濃度で加えたときには、WT マウスよりも 5-HT3AR-KO マウスの小腸オ
ルガノイドで有意に改善が見られたが、全体的にみると大きな差は見られなかった。また
MTTアッセイによって評価した場合では、1 µg/mLの濃度でも差はなく、また 5-HT3R 作動
薬である m-CPBG を加えても死亡率に変化はなかった (図 16D)。これらの結果より、オル
ガノイドに発現する 5-HT3AR 陽性細胞はオルガノイドの細胞死には直接影響しないことが
明らかになった。 
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図 16. 小腸オルガノイドを用いた in vitro細胞死誘導実験 
A) WTマウスおよび 5-HT3AR-KOマウスから作製した小腸オルガノイドに 5-FUで細胞死を
誘導させたときの典型写真。細胞死が誘導されるとオルガノイドの管腔構造が崩壊する。ス
ケールバーは 100 µmを示す。 
B, C) オルガノイドを、発芽あり生存、発芽なし生存、死亡の三つに分類し、オルガノイド
の死亡率および発芽率を定量した。濃度依存的に死亡率が上昇し、発芽率が減少した。デー
タは平均±SEM (n=5-8) で示す。*P < 0.05；WT vs. KO。 
D) MTT アッセイによるオルガノイド細胞死の評価。m-CPBG は細胞死に影響しなかった。
データは平均±SEM (n=4)。 
WT；野生型マウス、KO；5-HT3AR-KO マウス。 
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6-2-3 5-FU投与マウスにおける血漿 5-HT濃度の検討 
 EC細胞は 5-FU によって 5-HT を放出することが知られているが[29]、小腸オルガノイド
を用いた検討では、WT マウスと 5-HT3AR-KO マウスから作製した小腸オルガノイドで 5-
FU による細胞死に差は見られなかった。そこで、in vivo では変化があるのではないかと考
え、5-FU を投与したマウスで血中の 5-HT 濃度を測定することとした。すると WT マウス
では 5-FU を投与することで、5-FU を投与しなかった対照群のマウスと比較して、血漿中 5-
HT濃度が有意に上昇したのに対し、5-HT3AR-KO マウスでは 5-FU を投与しても対照群のマ
ウスと比較して、血漿中 5-HT 濃度が大きく変動しないことが明らかになった (図 17A、WT-
Control：21.4 ± 2.0 nM, WT-5FU：62.2 ± 11.9 nM, KO-Control：31.7 ± 2.8, KO-5FU：25.7 
± 2.4 nM、n=6-8)。WT マウスでは 5-FU の投与により血漿中 5-HT 濃度は約 3 倍上昇した 
(図 17B)。 
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図 17. 5-FU投与による血漿中 5-HT濃度の変化 
A) 血漿中 5-HT濃度の絶対値。 
B) 対照群を 100%としたときの 5-FU 投与による 5-HT濃度の変化率。 
データは平均±SEM (n=6-8)。*P < 0.05 vs. Control。 
Cont, Control；対照群 WT；野生型マウス KO；5-HT3AR-KO マウス。 
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6-3 考察 
 今回私は、小腸オルガノイドという培養系を用いて検討を行った。小腸オルガノイドは
2009 年に Sato ら[34]によって開発された方法で、腸管からクリプトを分離し、細胞外マト
リックス基質であるマトリゲル中で培養することで、管腔構造を維持したオルガノイドを
形成させることができ、これまで困難だった腸粘膜の培養系として確立された実験法であ
る。また、小腸オルガノイドには幹細胞[34]以外に、パネート細胞[52]や EC細胞を含む腸管
内分泌細胞[53]が存在していることが明らかとなっており、より生体内に近い環境を再現で
きるため、多くの腸管研究で用いられている。この方法を用いれば、神経細胞を含まない腸
粘膜のみの影響を検討できると考えた。 
まず、前提条件として小腸オルガノイドに 5-HT3Rが存在していなければ実験が成り立た
ないため、5-HT3AR-EGFP マウスを用いて小腸オルガノイドを作製し、5-HT3AR の発現を確
認した。予想通り、分離してきたクリプトに 5-HT3AR は発現しており、発現数も組織切片
で確認したものと同程度だった。また培養を数日間行っても 5-HT3AR の発現は維持され、
むしろ発現細胞の数は増加しており、幹細胞から分裂・分化したものと考えられる。このオ
ルガノイドを 5-HT 抗体で免疫染色すると、一部の 5-HT3AR-EGFP 陽性細胞が、一部の 5-HT
陽性細胞と一致した。これは組織切片で観察された結果と一致している。オルガノイドに含
まれる 5-HT3AR-EGFP 陽性細胞は紡錘形を呈し、これはオルガノイドで腸管内分泌細胞を観
察した結果に酷似している[53]。すなわち、5-HT3R は EC 細胞だけではなく、D細胞や L細
胞といったほかの腸管内分泌細胞にも発現している可能性もある。一方で、5-HT3AR-EGFP
陰性の 5-HT陽性 EC 細胞も観察された。EC 細胞は非常に複雑な分泌調節を受けており、ア
ドレナリン受容体、アセチルコリン受容体、GABA 受容体、そしてプリン受容体など多数の
受容体による調整機構を持つ[50]。そして以前に、カルシウムイメージングで EC 細胞のノ
ルエピネフリンに対する反応を観察した研究でも、ノルエピネフリンに反応した 5-HT陽性
細胞は約 40%だったという報告もあり[54]、本研究の結果に類似している。したがって、EC
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細胞にも発現する受容体が異なる複数のサブタイプが存在しているのかもしれないが、そ
のような報告は今のところ存在しない。 
今回私は、小腸オルガノイドを 5-FU と共培養することで細胞死を誘導した。この手法は
2014年に Grabingerら[36]が提唱した実験法であり、5-FU 濃度も彼らの報告を参考に決定し
た。今回の結果でも 5-FU は濃度依存的にオルガノイドに細胞死を引き起こし、モデルとし
て確立できていると考えられた。しかし、WT マウスと 5-HT3AR-KO マウスから作製した小
腸オルガノイドで、5-FU による細胞死は同程度に引き起こされた。本研究では小腸オルガ
ノイド培養系で、5-FU による 5-HT 放出を確認できていない。これは二つの制限によるも
ので、一つは小腸オルガノイドがマトリゲルという細胞外マトリックス基質に包まれてい
るために上清中の 5-HT 濃度が正確に測定できない可能性があること、もう一つは IEC 自身
がセロトニントランスポーター (SERT) を持っているため[55]、放出された 5-HTを IEC が
逐次回収してしまうため正確に測定できないためである。しかし EC 細胞はプリン受容体も
発現しており、細胞死によって放出される ATP にも反応して 5-HT を放出することが知ら
れている[56]ため、5-FU による細胞死が確認できた本研究でも、オルガノイドから 5-HT 放
出されていると考えられる。実際に 5-FU を投与したマウスでの血漿中 5-HT 濃度を測定す
ると、WT マウスと 5-HT3AR-KO マウスで 5-FU 投与による血漿中 5-HT 濃度の上昇に差が
見られた。よって 5-HT3R シグナルは EC 細胞からの 5-HT 放出に関与していることが明ら
かとなった。小腸オルガノイドで 5-FU による細胞死に差が見られなかったのは、EC 細胞
から分泌された 5-HTが IECに直接働いているのではなく、小腸オルガノイド培養系に含ま
れない細胞群、すなわち免疫細胞や神経細胞の 5-HT受容体を介して間接的にアポトーシス
に関与しているものと考えられる。 
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【第 7章 総合考察】 
 
 本研究は制吐剤である 5-HT3R 阻害薬が持つ 5-FU 誘発小腸上皮アポトーシスの抑制作用
機序を解明することを目的に実施された。5-HT3R 阻害薬が 5-FU 誘発性アポトーシスを改
善するということは以前に報告されているが[8]、本研究では 5-HT3AR-KO マウスでも同様
の結果が得られ、5-HT3R シグナルを介した抗アポトーシス作用が存在することを確認し、
また 5-HT3R 作動薬は逆にアポトーシスを促進することを明らかにした。このことより 5-
HT3R シグナルにアポトーシスを促進する作用があることを明らかになった。 
本研究ではさらに、5-HT3R シグナルによるアポトーシス促進作用の中心的役割を果たす
5-HT3R を持つ標的細胞の探索を主に行った。これまで 5-HT3R 阻害薬の抗炎症作用は免疫
細胞に発現する 5-HT3R を介し、炎症性サイトカインの産生を抑制するためという報告が多
かった[4, 6, 8]。しかし本研究では、骨髄移植を用いた機能的評価および 5-HT3AR-EGFP レ
ポーターマウスを用いた形態学的評価の両側面からその可能性は低いと考えられた。この
ことは、これまでの 5-HT3R 阻害薬の抗炎症作用に関する研究に一石を投じるものである。
また今回 EC細胞に 5-HT3AR が発現しており、5-HT3R シグナルが 5-FU による 5-HT放出を
増強する可能性を示唆した。1991年のモルモットの摘出小腸を用いた in vitroの実験では EC
細胞上に 5-HT3Rが発現しており、5-HT 放出を促進する可能性を報告しているが[51]、それ
以降 5-HT3R シグナルと EC 細胞について検討された研究はなく、in vivo で 5-HT3R シグナ
ルが血漿中 5-HT 濃度を上昇させたことを報告した研究は本研究が初めてである。これは、
これまで 5-HT3R阻害薬の制吐作用が、①EC 細胞から放出された 5-HT が求心性神経に発現
する 5-HT3Rに結合するのを防ぐことと、②脳幹で求心性神経末端が放出する 5-HT が CTZ
および VCの 5-HT3R に結合するのを防ぐことで発揮されていると考えられているが、さら
に③EC細胞からの 5-HT放出自体の抑制、④血漿中 5-HT濃度の上昇を防ぐことで血流から
CTZおよびVCへの 5-HT移行減少をもたらすことでも制吐作用が発揮されている可能性を
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示唆する発見である。 
本研究では上昇した血漿中 5-HTが、どのようにアポトーシスを増強しているかまでは明
らかにできなかった。しかしこれまでの報告で、TNF-αなどの炎症性サイトカインの産生調
整が 5-FU 誘発性アポトーシスに関与していることが示唆されている[8]。また 5-HT3R 阻害
薬の抗炎症作用を検討した研究[4, 6, 8]で、共通してみられるのは炎症性サイトカインの産
生が抑制されているということからも、5-HT3R シグナルの 5-FU 誘発性アポトーシス増強
に炎症性サイトカインが関与している可能性は高いと考えられる。5-FU によるアポトーシ
スは核酸合成阻害による DNA 障害を起因とする内部経路によるものであると考えられる。
実際に 5-FU は細胞での p53タンパクの発現を上昇させることが知られている[57, 58]。しか
し、5-HT3R 阻害薬によってもたらされる抗アポトーシス作用は、TNF-α などの炎症性サイ
トカインの産生を抑え、その結果デスレセプターを介する外部経路が遮断されるためと考
えられる。すなわち、5-FU によるアポトーシスの引き金は飽くまで p53 を介した内部経路
で、その後炎症性サイトカインが産生されることで外部経路が助長的に働くということで
ある。このことはいくつかの事実からも説明できる。まず、5-HT3R 阻害薬に抗アポトーシ
ス作用があるということは、5-FU の持つ本来の抗腫瘍効果も減少させてしまうのではない
かという疑念が生じる。しかし以前の研究において、マウスに腫瘍細胞を移植し、5-FU と
5-HT3R阻害薬を同時投与した時の腫瘍サイズについて検討すると、5-HT3R阻害薬を投与し
ない場合と抗腫瘍効果に差はないという結果が得られている[8]。もし、5-HT3R阻害薬が内
部経路を介して抗アポトーシス作用を示していれば、抗腫瘍作用も減弱するはずである。ま
た今回の結果でも、5-HT3R 作動薬の単独投与ではアポトーシスを誘導しなかったことから、
5-HT3R シグナルが直接アポトーシスシグナルに関与していることは考えにくい。また、5-
HT3AR-KO マウスで完全にアポトーシスが阻害されなかったこともこれを支持する結果で
ある。よって、EC 細胞から分泌された 5-HT が IEC に直接働いているのではなく、免疫細
胞や神経細胞の 5-HT 受容体を介して間接的にアポトーシスに関与しているものと考えら
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れ、そしてそれは炎症性サイトカインの産生調整がなされているものと考えられる。実際に、
血中 5-HT 濃度が 95%低下している TPH1 欠損マウスでは DSS 誘発性腸炎が改善され、炎
症性サイトカインの産生も抑制されると報告されている[20]。さらに近年の総説では、腸管
の樹状細胞に発現している 5-HT7Rが炎症性サイトカインの産生カスケードを開始すること
や、T 細胞や B細胞といったリンパ球に発現する SERTが 5-HT を取り込むことで免疫反応
を活性化するということも報告されている[55]。本研究では 5-HT3R シグナルによって放出
が増強された 5-HT がどの細胞に働き、アポトーシスに関与しているかまでは明らかにでき
なかったが、これらの細胞が候補になると考える。また、本研究では 5-FU 誘発性アポトー
シスに関与する 5-HT3R を発現する標的細胞として神経細胞を除外できていない。しかし、
血漿中 5-HT 濃度の変化が大きいことと、これまでの報告から総合して考え、EC 細胞が関
与しているのが妥当と判断した。 
5-HT が炎症性サイトカインを増加させる働きを持つという報告[20]がある一方、5-HTが
抗炎症に働くという報告も存在する。5-HT4Rシグナルは DSS誘発性腸炎を改善し、腸管保
護機能があることが報告されている[22]。また脳では TPH2 に由来する 5-HT は神経保護作
用を持つことが報告されている[59]。このように 5-HT には炎症を促進するという報告と炎
症を抑制するという、相反する報告が存在する。これは Gershonの剣と盾理論[60]といわれ
ており、5-HT は腸管において攻撃にも防御にも働くというものである。しかし、どのよう
な機構で、剣と盾が使い分けられているのかは未だ明らかになっておらず、5-HT/炎症研究
の大きな謎の一つである。しかし、今回発見したことはこの剣と盾理論に一つの可能性を提
唱することができる。5-HT は正常時すなわち非炎症時にも常に存在している。正常時にそ
の 5-HT が 5-HT4R に働き粘液産生や抗酸化作用を発揮し腸管保護機能に働いている[22]の
は想像に難くない。それが炎症などの病態時になったとき、5-HT が剣として働くようにな
る。その引き金になるのが EC 細胞とは考えられないだろうか。EC 細胞は様々な刺激によ
って 5-HT を放出する、いわばセンサーのような役割をしている[56, 61]。炎症時には、腸内
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細菌叢が変化したり、細胞のネクローシスや障害が生じることで ATP が放出されたりし、
そのような刺激でも EC 細胞は 5-HT を放出する[55]。そこで働くのが 5-HT3R である。5-
HT3R は EC 細胞から放出された 5-HT がオートクラインまたはパラクラインとして働くこ
とで、EC 細胞からの 5-HT 放出をさらに増強させる。このような機構が働くことで、正常
時と炎症時の 5-HT 濃度の差が大きくなることで、剣と盾の ON と OFF が切り替えられて
いるのではないだろうか。実際にいくつかの研究では、DSS の投与でマウスの大腸組織中
の 5-HT量が上昇することが報告されており[62, 63]、ヒトでもクローン病や炎症性腸疾患患
者の腸管で 5-HT の上昇が見られることがあることが知られている[64]。さらに、腸管での
異常な 5-HTの増加が腸炎における炎症促進や血管新生に働いていることを示唆する報告も
ある[65]。よって 5-HT3Rシグナルの間接的な炎症およびアポトーシス促進作用は、EC細胞
からの 5-HT放出を増強することで 5-HT 濃度を上昇させ、5-HTの盾としての働きを剣に切
り替えることで生じている可能性がある。残念ながら、各 5-HT 受容体の 5-HT に対する濃
度親和性について行われた研究はまだなく、今後 5-HT 受容体のサブタイプによって反応す
る 5-HT 濃度が異なることが明らかとなり、さらに 5-HT4R などの保護作用に働く受容体で
は低い 5-HT濃度で反応し、5-HT7R などの炎症促進に働く受容体では高い 5-HT濃度でなけ
れば反応しないことなどが明らかとなれば、この仮説の説得性は上がるかもしれない。この
ような意味で本研究の結果が、混迷を極めている 5-HT/炎症研究に一石を投じるものである
と期待する。 
本研究では 5-HT3R阻害薬による抗アポトーシス作用のメカニズムを完全に明らかにする
ことはできなかったが、EC 細胞の 5-HT3R を介して間接的に抑制する可能性を示唆した。
このメカニズムは 5-HT3R阻害薬による抗炎症作用にも共通する可能性があり、本研究の成
果は 5-HT3R阻害薬のドラッグリポジショニングに向けて、有益な結果であると考える。実
際に膵炎[7]や術後イレウス[4]などの病態モデルを用いた研究で 5-HT3R 阻害薬の有効性が
示唆されている。しかし本研究ではマウスの免疫細胞に 5-HT3R は発現していないことを明
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らかにしたが、ヒトの単球には 5-HT3R が発現しているという報告もあり[16]、受容体発現
には種差があることも考えられるため、5-HT3R 阻害薬のドラッグリポジショニングには更
なる研究が必要となる。また本研究では 5-HT3R 阻害薬に着目したが、NK1R 阻害薬やドパ
ミン受容体阻害薬といったそのほかの制吐剤にも抗炎症作用があることを示唆する報告も
あり[2, 3]、制吐剤の抗炎症薬/抗アポトーシス薬としてのドラッグリポジショニングに向け
た研究は今後も活発に行われると考えられ、本研究はその一助となると考える。 
結論として、5-FU によって刺激を受けた EC細胞は 5-HT を放出し、放出された 5-HTが
EC細胞上の 5-HT3Rにオートクラインまたはパラクラインとして働き、5-HT 放出をさらに
増強し、血漿中 5-HT濃度を上昇させる。この増加した 5-HT が免疫細胞や神経細胞の 5-HT
受容体または SERT を介し、炎症性サイトカインの産生を促進することで、アポトーシスが
増強されると考えられる (図 18)。この際に働くと考えられる 5-HT 受容体の種類は 1 型~7
型までのすべての可能性が考えられるが、骨髄移植の結果より免疫細胞では少なくとも 5-
HT3R 以外であると考えられる。よって 5-HT3Rシグナルは間接的に 5-FU 誘発性アポトーシ
スを増強している可能性がある。 
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図 18. 5-HT3Rシグナルによる 5-FU誘発性アポトーシス増強作用の概要図 
5-HT3Rシグナルは 5-HT放出を介して間接的に 5-FU誘発性アポトーシスを増強している可
能性がある。 
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